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Ozet

Bu calismada cesitli kaynaklardan renk maddesi treten mikroorganizmalar izole edilmis ve uygun
coziculer kullanilarak renk maddeleri ortamdan ayrilmustir. Coziinen renk maddeleri saflastirilmis ve
elde edilen renk maddelerine stabilizasyon testleri yapilmistir. Isik ortaminda bekletilen renk maddeleri
ve buzdolabinda bekletilen paralellerinde gozle gortlir renk degisiminin olmadigt ve 1sik karsisinda
stabil olduklart belirlenmistir. Optimum pH degerlerinin K1, K2 icin 7, B ve T22 icin 6, K3 icin ise 5 olarak
tespit edilmistir. Pigmentlerin kimyasal yapilarinin belirlenmesi amactyla 1sik spektroskopisinde ve FT-IR
spektroskopisinde spektrum analizleri yapilmistir. Pigment treten maya ve bakterilerin tanimlanmast amactyla
18S ve 16S ribozomal DNA dizi analizi kullanilmistir. Tanimlamalar sonucunda izolatlarin Rhodotorula
glutinis (kavunici renk maddesi), Sporobolomyces roseus (pembe renk maddesi), Cellulosimicrobium
funkei (sar1 renk maddesi), ve Dietzia natronolimnaea (kirmizi-turuncu renk maddesi) olduklari
belirlenmistir. Sart renk maddesi treten ve Gram pozitif bir bakteri oldugu belirlenen K2 6rneginin ise
tanimlanmasi yapilamamistir. Calismanin son asamasinda ise renk maddeleri model gida olarak secilen
dondurmaya uygulanarak pigmentlerin bu ortamdaki stabilizasyonlari incelenmistir.

Anahtar kelimeler: Mikrobiyel renk maddesi, ¢coziic, stabilizasyon testi, mikroorganizma.

ISOLATION OF NATURAL PIGMENT PRODUCING
MICROORGANISMS FROM DIFFERENT SOURCES AND
CHARACTERIZATION OF THEIR PIGMENTS

Abstract

In this study, pigment producing microoganisms were isolated and the coloring compounds were
separated by using suitable solvents. Then pigments were purified and some stabilization tests were
applied for each pigment. Stability of coloring compounds kept under refrigerated and under room
conditions were compared. It was determined that the pigments were stable in both conditions. Optimum
pH values were found as 7 for K1 and K2, 6 for B and T22, and 5 for K3. Light and FT-IR spectroscopy
techniques were applied for the determination of their chemical structures. Identification of pigmented
microorganisms done by 16S and 18S ribosomal DNA sequencing analysis. According to the
results, isolates were Rbhodotorula glutinis (orange colored) Sporobolomyces roseus (pink colored),
Cellulosimicrobium funkei (yellow colored) and Dietzia natronolimnaea (red-orange colored). The
identification of yellow pigment producing K2 bacterial strain could not be achieved. Finally, stability
of the pigments was determined in ice-cream selected as a model food.
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GIRIS

Bir gidanin rengi insanlarin ilk olarak 6énem verdigi
temel bir gida 6zelligidir. Gida maddesinin rengi,
insan tizerinde olumlu veya olumsuz etki yaratabilir.
Bundan dolay1 gida trtnlerinin dogal rengini

korumak ve hatta bazen diizeltmek amaciyla
renk maddeleri kullanilabilmektedir (1).

Gidalarda renk maddelerinin kullanilmast M.O.
400 yillarina kadar uzanmaktadir. O zamandan
bu yana yapay boyalar renk tonu ve stabilitelerinin
yani sira kolay kullanilabilirligi ve diistik maliyeti
nedeniyle dogal olanlara gore daha yaygin
kullanilmaktadirlar (2). Ancak sonraki yillarda
yapilan toksikolojik arastirmalarda, yapay
renklendiricilerin saglik Utzerindeki olumsuz
etkilerinin ortaya konmasi nedeniyle gidalarin
renklendirilmesinde dogal renk maddeleri daha
fazla kullanilmaya baslanmistir (3, 4). Dogal renk
maddelerinin biiyiik cogunlugu organik kokenli
(bitkiler, hayvanlar veya mikroorganizmalar
tarafindan sentezlenen) renk maddeleridir (5).
Bu renk maddeleri kimyasal yapilari, elde edilis
kaynaklari, kullanilis 6zellikleri gibi bircok
kimyasal ve fiziksel faktorler ile birbirlerinden
ayrilmaktadir (6). Gidalarda renk maddeleri,
tiketici begenisi kazanmak, dogal rengi
kuvvetlendirmek, islem sirasinda kaybolan rengi
kazandirmak veya renksiz olan bir Urint
renklendirmek amaciyla gidalarda
kullanilabilmektedir (7). Rengin lezzet Gizerindeki
etkisinin gosterilmesinde yumurtali keklerle
yapilan bir calismada, aynt bilesimde ve ayni
yontemle yapilan dort farkli kek 6rnegine degisik
niceliklerde yapay yumurta boyas: katildiginda
egitilmis panelistler sarist daha fazla olan iki kekin
lezzetini yeglemislerdir (8).

[nsanlarin yogun bir sekilde tikettikleri gida,
kozmetik, ila¢ ve boya tretiminde yaygin olarak
kullanilan bazi yapay renk maddelerinin zararl
etkilerinin olabilecegi, diinya capinda insanlari
dogal  kaynaklardan  pigment  Uretimine
yonlendirmistir (9). Dogal kaynaklardan elde
edilen karmin (bocekler), annatto, curcuma
(bitkilerden) veya Monuscus (kifden) gibi
pigmentlerin daha fazla Uretilmesi amaciyla
geleneksel teknolojilere olan ilgi artmistir (10).
Mikrobiyel pigmentler, hicbir mevsimsel tiretim
sorunu gostermediginden ve yiiksek verimlilik
saglamalari nedeniyle bitki veya hayvanlardan

elde edilen dogal renk maddelerine umut verici
bir alternatiftir (9-11).

Dogada bircok bakteri, alg, kif ve mayanin
yapisinda B-karoten ve tiirevleri sentezlenmektedir.
Biyoteknolojik olarak en yaygin calismalar
Phycomyces blakeleeanus (Mucoraceae) ve
Blakesleea trispora (Choanopheraceae) algleri
tizerinde yapilmistir. Bunun yaninda Mucor mucedo,
Ustilago violaceae, Neurospora crassa, Fusarium
aquaeductum, Choanophora cucurbitarum kifleri,
Rhodotorula mayalari, Dunalinella salina ve
Dunalinella bardawill mikroalglerinin de B-karoten
sentezledigi belirtilmistir (12). Mavi-yesil algler
tarafindan uretilen en vyaygin karotenoidler
B- karoten, ekinenon, zeaksantin ve kantaksantin
olarak belirlenmistir (6). Son yillarda Staphylococcus
aureus tarafindan sentezlenen altin renginde
stafiloksantin, Pseudomonas spp. tarafindan
sentezlenen mavi-yesil fikosiyanin, Cryptococcus
neoformans ve Aspergillus spp. tarafindan
sentezlenen koyu kahverengi pigmentler tiretilmistir
(13). Yapilan bir diger calismada, 27 °C ve 37 °C
lerde tretilen Coriolus versicolor, Paecilomyces
canadensis ve Streptomyces werraensis suslarinin
sicakliga bagli olarak farkli renkte pigment
sentezledikleri belirlenmistir (14). Benzer sekilde
Monascus cinsi kiflerin kendilerine 6zgi ve
gidalarda kullanilabilir kirmizt renkli azafilonlar
olarak adlandirilan  pigmentleri Urettikleri
belirlenmistir (15). Monascus purpureus kifintin
kullanildig: ve kati besin ortaminda yapilan renk
maddesi tretiminde agac¢ kavunu (Artocarpus
heterophylius) tohumu besin maddesi olarak
kullanilmistir (16).

Bu arastirmada ¢esitli materyallerden ekim yapilmis
ve dogal ortamlardan renkli mikroorganizmalar
izole edilmistir. Gelisen pigmentli mikroorganizmalar
buyik hacimde uretilmistir. Renk maddeleri
coziictlerle mikroorganizmalardan ayrilmis ve
saflastirilmistir. Sade dondurmaya ilave edilerek
renk degisimi ortaya konan renk maddelerine 1st
ve 1sik uygulayarak, pH degisikligi yapilarak
renk Olctmleri yapilmistir ve stabilite testleri
uygulanmustir.

MATERYAL VE YONTEM

Bu arastirmada kullanilan pigment tretme 6zelligine
sahip mikroorganizmalar yilin farkli zamanlarinda



meyve, sebze, sit urtnleri, toprak, cicek, agac
yapragi ve kabuk gibi dogal ortamlardan izole
edilmistir. Bu amacla dogadan toplanan izolasyon
kaynagt materyaller 25 mL FTS icerisine konularak
calkalanmis ve materyal Uzerinde bulunan
mikroorganizmalarin siviya gecmesi saglanmustir.
Bu islemin ardindan suspansiyondan 0.1 mL
hacminde sivi alinarak pH 3.5 Malt Ekstrakt Agar
(MEA, Merck, Almanya) ve Plate Count Agar (PCA,
Merck, Almanya) besiyerlerine yayma yontemi
ile ekimleri yapilmistir. MEA petrileri 25 °C'de 5
glin, PCA petrileri ise 30 °C'de 2 giin inktibasyona
birakilmistir. inkiibasyon siirecinin ardindan
olusan kolonilerden renkli olanlari secilmistir.
Bu amacla pigmentli koloni olusturan suslar 6ze
yardimiyla alinarak tekrar MEA ve PCA besiyerleri
uzerine tek koloni diistirme teknigiyle ekilmis ve
saf kiltirlerin elde edilmesi saglanmistir. Kati
besiyerinde gelisen mikroorganizmalar 8 mL
hacminde sivi besiyerine alinmislardir. K1 ve B
kodlu izolatlar Malt Ekstrakt Broth, K2, K3 ve T22
kodlu o6rnekleri ise Triptik Soya Broth (CASO,
Merck, Almanya) besiyerinde tretilmistir. Kiltiirler
daha buyik miktarlarda renk maddesi elde
edilmesi amaciyla 6bnceden belirlenen besiyerlerinde
800 mL hacminde tretilmislerdir. Uygulanan
katalaz testi sonucunda aerobik olduklari
belirlendiginden buytk hacimli tretimde
mikroorganizmalara hem yeterli oksijen saglanmast
hemde ¢okmelerinin énlenmesi amactyla besiyeri
ortamina hava pompast yardimiyla 0.45 pm filtreden
gecirilen hava verilmistir. Blytik hacimli tiretimlerde
yeterli hiicre sayisina ulasilabilmesi amaciyla
inktibasyon stiresi 7 giine uzatilmistir.

Yapilan 6n santrifiij islemi sonrasinda besiyerinin
renksizlestigi ve renkli hiicrelerin dibe ¢coktigi
dolayistyla calismadaki pigmentlerin hiicre disina
salinmadigi belirlenmistir. Bu nedenle kullanilmis
besiyerinin pigmentli hiicre kitlesinden ayrilmasi
amacryla 3500 devir/dk hizda 10 dakika santrifj
islemi uygulanmistir. Hucrelerin hiicre zari
yapilarinin farklilik gosterebilecegi ve trettikleri
pigmentlerin farkli ¢oziinme Ozelligine sahip
olabilecekleri diistinildiginden yapilan o6n
denemelerde farkli coziciler kullanilmistir.
Kullanilan ¢ozictler sirasiyla saf su, metanol,
etanol, hekzan, aseton, dietil eter, ve diklorometan:
etilasetat (9:1 v/v) karisimidir. Ekstraksiyon
isleminde 7 adet 50 mLlik santrifdj tiplerine alman
hticre Kkitleleri tizerine her bir ¢oziiciden 40 mL

konulmus ve tip icerigi 10000 d/d hizda homojenize
(PRO Scientific, ABD) edilmistir. Homojenizasyon
isleminin ardindan tipler buzdolab: sicakliginda
(+4 °C) bekletilmistir. 2 giin arayla ¢ozeltiye gecen
renk maddesi alinmis, kalan hiicre kitlesi tizerine
tekrar ¢cozicu eklenmistir. Ekstraksiyon islemi
dipte kalan hticre kitlesinin renksizlesip, olusturdugu
pigmentin tamami ¢Ozlclye gectiginde
sonlandirilmistir. Coziicinlin uzaklastirilmasi
amactyla pigment iceren c¢ozict c¢eker ocak
altinda ucurulmus ve toz halde pigment elde
edilmistir.

Toz halde elde edilmis olan renk maddelerinin
farkli ortam kosullarindaki stabiliteleri tespit
edilmistir. Calismada elde edilen renk maddelerinin
gidalarda kullanimi diistintildiigtinden bu asamada
orneklerin suda coziinmeleri saglanmistir. Bu
amacla toz haldeki renk maddesi 40 mL suya
katilmis ve c¢oziinmeleri veya suspansiyon
olusturmalart saglanmustir. Cozinurligh arttirmak
icin suda coziinmeleri zor olan B ve K1 6rneklerinin
bulundugu c¢ozelti icerisine 0.1 g EDTA
(etilendiamin-tetraasetikasit), 0.1 g safra tuzu
(Merck, Almanya) ve 0.2 mL Tween-20 ilave
edilerek ¢coziinmeleri saglanmistir. Renk maddeleri
farkli pH, sicaklik ve 1sitk ortamlarina maruz
birakilarak bu kosullardaki stabiliteleri belirlenmistir.

Renk maddelerinin farkli pH derecelerindeki
stabilitelerinin tespiti amaciyla suda ¢oziinen
renk maddelerinden her birinde 5 mL olacak
sekilde tiplere aktarilmistir. Her tip 0.1 N NaOH
veya 0.1 N HCI kullanilarak 3 ila 9 arasinda farkli
pH derecelerine ayarlanmistir. Farkli pH’larda
olan tiplerdeki renk maddeleri renk olcer cihazi
(Minolta CR-400, Japonya) ile sahip olduklar:
renk degerleri Hunter Lab degerlendirme sistemine
gore tespit edilmistir. Yapilan tim renk ol¢timleri
tcerli paraleller seklinde yapilmis ve degerlerin
ortalamast alinmustir. Elde edilen L, a ve b degerleri
kullanilarak renklerin insan gozii ile gorilen
sekliyle ifade edilmesini kolaylastiran H® acilart
(Renk tonu-Hue angle) hesaplanmustir. Son olarak
farkli pH kosullarinda yapilan renk 6lctimlerinin
aralarindaki farklar;

AE= [(L;-L,)**+(a;-a,)*+(b,-b,)H "
formulu kullanilarak hesaplanmistir (17,18).

Renk maddelerinin sicakliga karst stabilitelerinin
tespit edilmesi amaciyla renk olctimleri tamamlanan
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tipler otaklavda, 110 °C’de 10 dakikalik 1sil isleme
tabi tutulmuslardir. Ardindan olusan renk
1s1l islem gormemis renk ile kiyaslanmis ve renk
maddelerinin sl islem ile c¢okelti olusturup
olustumadiklar: gézlenmistir. Renk maddelerinin
stk ortamindaki stabilitelerinin test edilmesinde
tiplere dagitilan renk maddesi ¢ozeltileri direk
glines 1s1gina maruz kalmaksizin 1sikli bir ortamda
(laboratuvar kosullarinda) glindiz ve gece
dongiist ile 7 glin bekletilerek renklerindeki
degisim buzdolabinda bekletilen Orneklerle
karsilastirilmustir.

Renk maddelerinin kimyasal yapilarinin ortaya
konmasi ve tanimlanmast amaciyla goriinir ve
mor Otesi 1s1k spektrumlar: ile kizilotesi dalga
boylarindaki absorbans spektrumlar elde edilmistir.
Bu amacla UV-Gorlnitr 1sik spektrofotometresi
(Shimadzu-UV-1601) ile Fourier dontistimlii kizil
otesi spektrofotometre (FTIR, Perkin Elmer
Spektrum 100, ABD) kullanilmustir. Spektrofotometrik
olctimlerde icerisinde % 1 (w/v) renk maddesi
icerecek sekilde hazirlanan cozeltilerin 1100 nm
ile 190 nm dalga boylari arasindaki bolgede
gosterdikleri absorbans degerleri belirlenmistir.
Elde edilen absorbans verileri uluslararasi bir veri
tabanindaki referans (19) degerlerle karsilastirilarak
renk maddelerinin tanimlanmasina c¢alisilmistir.
Aynt sekilde kizilotesi spektrofotometre kullanidarak
renk maddelerinin 4000 ila 400 cm™ dalga boylari
arasinda 16 kez tarama yapilarak absorbsiyon
spektrumlart tespit edilmistir. Renk maddeleri
sivi formda yatay ZnSe pencereli ATR aparati
kullanilmak suretiyle analize alinmistir. FTIR
spektrumlart uluslararasi bir veri bankasinda (20)
bulunan referans spektrumlarla karsilastirilmustir.
Her renk maddesi icin spektrofotometrik analizler
tekrar edilmistir.

Elde edilen izolatlarin tiir diizeyinde tanimlamalari
Orta Dogu Teknik Universitesi, Teknokenti
biinyesinde faaliyet gosteren REFGEN sirketinde
(Gen Arastirmalart ve Biyoteknoloji Ltd. Sti.)
mayalarda 18S ribozomal DNA gen bolgesi dizi
analizi, bakterilerde ise 16S ribozomal DNA gen
bolgesi dizi analizi ile yapilmustir.

Renk maddelerinin herhangi bir gidaya
uygulandigindaki renk stabilitelerinin belirlenmesi
amaciyla model gida olarak ticari bir markaya ait
sade dondurma secilmistir. Model olarak sade
dondurmanin tercih edilmesinin baslica sebepleri

renk maddesinin kolay uygulanabilir olmast, ilave
rengi acik bir sekilde gostermesi ve saklama
kosullarinin  uygunlugudur. Bu amacla 25 g
yumusak formda sade dondurma icerisine 5 mL
suda ¢oztinmus 0.1 g renk maddesi ilave edilerek
homojenize edilmistir. Homojenizasyon isleminin
ardindan ornekler tekrar dondurularak -18 °C
sicaklikta 3 ay bekletilmis ve baslangictaki renkleri
ile olan farkliliklar go6zlenmistir.

SONUC VE TARTISMA

Mikroorganizmalarin izolasyon Kaynaklar1
ve Tanimlanmasi

Calismada izole edilen mikroorganizmalardan K1
ve B izolatlart sirasiyla Konya ve Isparta illerinden
alinan toprak orneklerinden, K2 izolat: kasar
peynirinden, K3 ve T22 izolatlari ise pastorize
peyniraltt suyundan izole edilmistir. izolatlara ait
koloni morfolojisi ve mikroskop goriintilerinin
incelenmesi ile sekil ve buytkliklerine gore K1
ve B orneklerinin maya, K2, K3 ve T22 orneklerinin
ise bakteri olduklar: belirlenmistir. On tanilarin
ardindan DNA dizi analizi sonuglarina gore
izolatlar Rhodotorula glutinis (kavunici, BLAST
No:KC574082), Sporobolomyces roseus (pembe,
BLAST No:KC574083), Cellulosimicrobium

Junkei (sar1, BLAST No:KC574084) ve Dielzia

natronolimnaea (kirmizi, BLAST No:KC574085)
olarak tanimlanmislardir. K2 6rnegi (sar1) ise
hem sivt ortamdan hem de kati besiyerinden
alinmak suretiyle iki kez analiz edilmis ancak
uygun primer bulunamadigindan tir diizeyinde
tanimlamasi yaptlamamustir.

Renk Maddelerinin Uretimi ve Saflastirilmasi

Yapilan kiiciik hacimli denemelerde her bir renk
maddesi icin en uygun ¢ozici belirlenmis ve
buytk hacimli renk maddesi tretiminde secilen
cozict kullanidmustir. Ekstraksiyon isleminde en
uygun cozgenlerin T22 izolati icin su, K1 izolati
icin metanol, B ve K3 mikroorganizmalart icin
metanol/ diklorometan+etil asetat karisimi, K2
mikroorganizmasi tarafindan uretilen renk
maddesi icin ise etanol ve metanol karisimit oldugu
belirlenmistir. Santriftijleme islemiyle htcre kitlesi
atik besiyerinden ayrilmis ve ekstraksiyon islemi
gerceklestirilmistir. Renk maddelerinin ¢6zinmesinde
kullanilan ¢ozict veya ¢ozicli karisimlarinin
polarite 6zelliklerinin belirleyici oldugu sonucuna



varilmistir. T22 izolatina ait renk maddesinin suda
kolay c¢oziinmesinden ve suyun dipol yapisinin
bilinmesinden dolayi polar bir yapida oldugu
belirlenmistir. Polar olmayan maddelerin suda
coziinmedigi sadece su molekilleri tarafindan
cevrelendigi bildirilmektedir (21). Renk maddesi
ureten bazi hiicrelerin tiretmis olduklart pigmenti
hiicre disina kolay verdigi bazilarinin ise

coziinme icin daha uzun strelere ihtiyac gosterdigi
belirlenmistir. Bunun temel sebebi olarak hiicre
zart veya hucre duvart yapilarindaki farklilik
oldugu dustnilmektedir. Ayrica bazi izolatlarda
uygulanan ¢ozticii miktarinin yetersiz kalmasindan
dolayr belli bir sire renk maddesi gecisi
saglandiktan sonra stziilerek tekrar ¢oziict ilavesi
yapilarak ekstraksiyon saglanabilmistir.

Cizelge 1. Renk maddelerinin farkli pH degerlerindeki renk 6l¢imlerinin karsilastiriimasi
Table 1. Comparison of measurements of the color pigments at different pH values

L a B Hue (RAD) Hue® Optimum pH’daki renk ile
toplam renk arasindaki farklar
Differences between optimum
pH color and total color (AE)
pH B
35 32.43+0.48 7.36+0.23 6.82+0.03 0.747 43 5.175
45 29.66+1.25 9.09+0.37 7.08+0.21 0.662 38 1.897
55 29.69+1.22 9.33£0.12 7.45+0.18 0.674 39 1.741
6 32.42+1.73 4.60£0.19 2.44+0.13 0.487 28* 0.000
7 31.44+1.23 4.59+0.17 3.09£0.07 0.593 34 0.699
8.5 30.82+1.77 4.4610.12 3.26+0.19 0.631 36 0.316
K1
5 27.39+0.35 4.460.10 5.31+0.06 0.872 50 1.008
6 27.06+0.20 4.28+0.16 5.85+0.10 0.939 54 0.352
7 28.1610.34 4.47+0.13 5.96+0.06 0.928 53* 0.000
8 27.21+0.93 4.13£0.13 6.05+0.03 0.972 56 0.182
9 28.24+0.16 3.82+0.18 5.85+0.13 0.993 57 0.187
K2
35 30.10+2.13 0.60+0.10 6.48+0.08 1.478 85 3.563
45 30.60+1.16 0.75£0.02 7.42+0.06 1.471 84 2.485
5 30.12+£1.00 0.84+0.06 7.141£0.10 1.454 83 2.861
6 33.03+0.43 0.51£0.14 9.32+0.17 1.516 87 0.837
7* 32.07+2.50 0.45+0.05 9.44+0.47 1.523 87* 0.000
8 33.45+1.75 0.74£0.05 9.57+0.03 1.494 86 0.999
9 33.97£1.60 0.87+0.23 10.49+0.28 1.488 85 2.021
K3
3 27.35£0.09 6.73+0.11 5.84+0.07 0.714 4 2.276
35 27.59+0.22 7.76+0.29 6.68+0.28 0.711 41 0.927
4 28.28+0.29 8.78+0.25 7.21£0.23 0.687 39 0.357
5 27.33+0.72 8.77£0.90 6.85+0.59 0.663 38* 0.000
55 28.04+0.36 10.1210.34 7.31£0.40 0.626 36 1.479
6.5 26.24+0.70 9.08+0.64 5.34+0.48 0.531 30 0.373
7 28.05+0.19 10.80+0.15 6.51+0.08 0.543 31 1.908
9 28.37+1.13 12.18+0.56 7.66+0.47 0.561 32 3.552
T22
3 31.06+0.18 0.66+0.04 4.87£0.42 1.436 82 3.003
4 31.61£0.48 0.84+0.06 5.311£0.25 1.414 81 2.281
5 34.33+0.77 1.27+0.05 7.90£0.11 1.411 81 4.497
6 32.87+0.58 1.17+0.06 7.22+0.17 1.410 81* 0.000
7 34.4610.12 1.08+0.02 7.35+0.62 1.424 82 1.494
8 32.42+0.23 0.64+0.05 6.4310.04 1.472 84 0.940
9 34.94+0.17 1.19+0.08 8.81£0.11 1.436 82 2.545

* isaretli renk de@erleri en iyi rengin g6zlemlendigi pH'daki Hue degerini gdstermektedir.
* marked numbers shows the value of Hue observed pH in the best color
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Renk Maddelerinin Farkli pH, Isik ve Isil
Stabilitelerinin Belirlenmesi

Renk maddelerinin farkli pH araliklarindaki
stabiliteleri belirlenmistir. pH stabiliteleri ile ilgili
elde edilen sonuclar Cizelge 1’de sunulmustur.
Renk maddelerinin optimum pH degerinde verdigi
toplam renk degeri ile ol¢iim yapilan pH’daki
toplam renk degerlerinin farklari (AE) alinmustir. K1
renk maddesinde ¢ok genis pH araliginda renk
degisimi gozlenmemis ve herhangi bir ¢cokelme
olmamistir. Farkli pH’lardaki renk degerleri ile
olan renk farkliliklarinin (AE) dustik olmasi da
buna paralel bir sonuctur. B renk maddesinin
dogal yapisindaki pH degeri 5.5’dir. Cozeltinin
pH degeri 6 oldugunda ise renk maddesi daha iyi
¢oziinmus ancak renk bir miktar degisim
gostermistir. pH 5 in altindaki degerlerde ise
koyu kirmizt renk gozlenmis ancak renk maddesi
partikiiller halinde toplanarak cozintrlik ozelligini
kaybederek dibe ¢cokmistiir. Bu nedenle bu renk
maddesinin protein yapisinda veya peptid yapilart
iceren bir yapida oldugu distiniilmektedir. Daha
sonra yapilan analizlerde de bu bulguyu dogrulayan
sonuglar elde edilmistir. Yapilan calismalarda
fotosentetik bazi bakteri tlirlerinde pigment-protein
komplekslerinin bulundugu kanitlanmis (22,23)
ancak benzer yapilari fotosentetik olmayan
bakterilerde gosteren literatiir bulunamamuistir.
K2 renk maddesinin en iyi ¢ozinirlik ve renk
ozelliklerini pH 7’de gosterdigi belirlenmistir.
Parlak sari renkte olan K2 renk maddesinde pH
degeri arttikca, yani ortam baziklestikce rengin
koyulasmasi ile pH 9’a kadar ¢ikartilmistir ve
yliksek pH’da ¢okelme olmamistir. Bu durum K2
renk maddesinin izoelektrik noktasinin protein
yapisindaki molekullerden ¢ok farklt oldugunu ve
izoelektrik noktaya bagimli olmadan ¢6ztinebildigini
gOstermistir. K3 renk maddesi icin rengin iyi
korundugu pH araligt 4-5.5 olarak belirlenmistir.
K3 renk maddesi 3.5’in altinda ve 7’nin tizerindeki
pH derecelerinde ¢okme egilimi gostermistir.
T22 renk maddesi icin optimum pH degerinin 7
oldugu tespit edilmistir. Bu renk maddesi dar
bir pH araliginda (6.5-7.5) c¢okelme egilimi
gostermeksizin stabilitesini korumustur. Ancak
bu araliktan daha asidik veya bazik pH’larda
partikiiller olusturarak topaklanma (veya cokelme)
egilimi gozlenmistir.

Elde edilen renk maddelerinin 1sik ortamlarinda ve
1s1l islem karsisindaki stabilitelerinin belirlenmesinde
en iyi renk Ozelliklerini gdstermis olduklart pH

araligi tercih edilmistir. Isik ortaminda bekletilen
renk maddeleri ve buzdolabinda bekletilen
paralellerinde gozle gorilir renk degisiminin
olmadigi ve 1sik karsisinda stabil olduklar
belirlenmistir. Isil islem uygulamasi sonrasinda
K1, K2, K3 ve T22 renk maddeleri stabilitelerini
korurlarken, B renk maddesinde cokelme olmus
ve ¢ozelti rengini kaybetmistir.

Spektrofotometrik Spektrumlarin Belirlenmesi

Cozelti halinde hazirlanan her renk maddesi icin
190 ile 1100 nm dalga boylarinda absorbsiyon
taramast yapimis (24) ve renk maddelerinin 190
ila 290 nm dalga boylarinda ytiksek absorbanslar
verdigi belirlenmistir. Yapilan bazi calismalarda
kinon molekitllerinde 6zellikle 280 nm dalga
boylarindan baslayarak 300 nm dalga boylarina
kadar olan bolgelerde ytiksek absorbans noktalarmnin
oldugu tespit edilmistir (25). Sekil 1'de goruldigu
tizere calisma kapsaminda incelenen orneklerin
saf pigment maddesi olmadigi ve bazi proteinlerin
de ozellikle de kisa polipeptid yapisinda
olanlarin spektrumu etkiledigi dustinilmektedir.
Spektrofotometrik analizlerde ortamda farkl
maddelerin bulunmast durumunda analizin nispeten
duyarsiz olabildigi ve 280 nm’de absorpsiyon
veren cesitli maddelerin girisim etkilerine acik
oldugu belirtilmektedir. (26).
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Sekil 1. Renk maddelerinin spektrumlarinin karsilastiriimasi
Figure 1. Comparison of spectra of pigments

Renk Maddelerinin FTIR Spektroskopisi ile
Degerlendirilmesi

Bu calismada da oldugu gibi sivi bilesenler icin
ZnSe katt ortamunda (27) FTIR analizi yapilmustir ve
elde edilen spektrumlar birbirleriyle karsilastirilmustir
(Sekil 2.). 1600-1700 cm™ bolgelerinde en fazla
titresim bandlari elde edilmistir. Bu bandlarin
kinon tirlerinde oldugu gibi C-O baglarina ait
oldugu tespit edilmistir. FTIR spektroskopisi ile
kinonlarin IR titresim bantlarinin o6lctildiugu bir



calismada en onemli titresimler 1650-1700 c¢cm™
bolgelerinde elde edilmistir. Tim notral turlerde
C-O baglart 1660-1680 cm™ giicli asimetrik
titresimler gostermistir (28). Bu bulgular 1s1ginda
kinon tirleri yapisal olarak aciklanmistir.
Pigmentlerin kimyasal yapilarinin belirlenmesinde
ve karakterizasyonunda UV gortiniir bolge ve FTIR
spektrofotometrik yontemleri yetersiz olmaktadir.
fleri dénemlerde yapilacak calismalarda kimyasal
karakterizasyonun HPLC veya GC-MS gibi
yontemlerle de desteklenmesinin yararli olacagi
dustintlmektedir.
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Sekil 2. Renk maddelerinin FTIR spektrumlari
Figure 2. FTIR spectra of pigments

Bir calismada FTIR spektroskopisi, kaolenin
molekil-mineral yapilari ile kendi aralarindaki
benzerlikleri ve farkliliklar1 belirlemek icin
kullanilmistir.  FTIR analizi ile elde edilen
spektrumlardan Si-O baglart (458, 470, 472, 473,
090, 692, 695, 1032, 1034, 1039 cm™) Al-O-Si
baglari (520, 521, 540, 551 cm™) Si-O-Si baglari
(780, 797, 799 cm™ ) Al-O-H baglari (915, 916 cm™)
Al-O-Al baglart (1102 ¢m™) Si-H baglart (1960,
1968, 1970 cm™) OH baglar1 (3619, 3620, 3690,
3693 cm™) titresim degerlerinde gorilmistir
(29). FTIR analizlerinde 1650 ve 3240 cm®*
bolgelerinde ortaya cikan temel absorbans
bolgelerinin ayirt edici 6zellige sahip olmadigi,
kinon molekiillerinin yapilart hakkinda genel bilgi
verdigi asil ayrimlarin ise parmak izi bolgesi olarak
adlandirilabilecek 420-500 cm-1 dalga boylar:
arasinda oldugu tespit edilmistir. T22 renk
maddesine ait olan 458 cm-1 bolgesindeki ve K3
renk maddesine ait olan 473 cm-1 bolgesindeki
glicli titresim Si-O baglarini gdstermistir.

Renk Maddelerinin Model Gidaya Uygulanmasi

Elde edilen renk maddeleri stabilite acisindan
kolaylik saglayacagi ve katlan rengi en iyi

yansitabilecegi distintldigi icin model gida olarak
dondurmaya uygulanmistir. Calisma kapsaminda
elde edilen pigmentlerin sade dondurmaya istenen
dizeyde renk kazandirabildikleri belirlenmistir.
Depolama stirecinin basinda ve sonunda yapilan
gozlemlerde ise 3 ay siresince renklerini
koruyabildikleri ve dondurmada istenmeyen bir
renk degisikligine yol acmadiklart gozlenmistir.
Calismanin gelinen asamasinda renk maddelerine
toksik testler yapilmadigindan dolayi dondurmanin
duyusal ozellikleri belirlenmemistir. Bundan
dolay1 depolama boyunca sadece gozlemsel
degerlendirmeler yapilmustir.
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